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a poiysacciiaride of S. mutans, its preparation and its use particularly In anti-caries 
vaccines 



No. Publication 
(Sec.) : 

Date de publication : 
Inventeur : 
Deposant : 
Numero original : 

No. d'enregistrement 
No. de priorite : 
Classification IPC : 
Classification EC : 
Brevets 

correspondants : 



□ US4789735 
1988-12-06 

FRANK ROBERT [FR]; KLEIN JEAN P [FR]; ACKERMANS FABIENNE [BE]; BAZIN HERVE [BE] 
UNIV LOUVAIN [BE];; INST NAT SANTE RECH MED [FR] 

□ FR2581877 

US1 986086291 9 19860513 
FR1 985000731 5 19850514 
C07K15/04;A61K39/09 
A61K8/64 . A61K8/73 . A61K39/09 

AU5741286, AU598190, □ DK221586 . □ EP0206852 . □ ES8704350 . □ GR861242 . 

□ JP62026236 . □ PT82575 . ZA8603572 



Abrege 



The conjugate according to the invention is constituted by a wail adhesin of Streptococcus mutans, of a proteinic nature, 
capable of binding the components of saliva, or an active fraction of such a protein, covalently coupled to a Streptococcus 
mutans polysaccharide, or to a fraction of such a polysaccharide. Preferably, the adhesin is constituted by a single 
polypeptide chain having a molecular weight of about 74,000; it is common to the different serotypes of Streptococcus 
mutans where it has a crossed antigenicity; and it is capable of interacting with the salivary glycoproteins and polysaccharide 
derived from the same serotype of S. mutans, particularly serotype f. Use for the preparation of immunogenic compositions, 
particularly for the preparation of vaccines against dental caries. 
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Conluooi constltud d'una adh^na da pi^i do & awtai3, da nature pmtfii|ua et d'ua 
awtana, aa prSparaiion at aon utilisation notammant dana dds vacdna anti-carlas. 



peiysacdmlda de A 



@ Lfi cortfugnfi seton rmventrra est constrbifi d'una adl^sihs 
08 pooi da fiUnspfococcus mutsnst da natua piot&hiu% ca- 
pable de Bar tea composants da la aaOva ou d'una fiastion 
oBdVB dim IriDa pret^na, couplte de faipon covaleirte ft un 
pdyaaodudda da fiD^pfiscpocm ttu^en^ ou A mie fraction 
dltn td ptdysafloharUBi 

Da prdfdranca, Tadh^dna est conaHtute d'una chtfne dnvla 
pdypBpftilqna ayiRI un polds mdteilaire da 74000 envfren: 

^ eSa est comnmne aux dlfffirants afiratypes da Stnptococaa 
matans o& bRb pr&naitB una an^Mdtft cnA^Abi et die e^ 

^ capabla dlnterae^ avac lea slyoopratfiffies salhialiBB at la 
I potysaccharida pravient da mfima s&otypB de & imillni& 
Rotsnvnent la sfiratypa t. 

^ AppBcation h la pirfiparation de compraifons bronunogfines^ 

^ notainmam d la prfipamtlan da vscdns centre la Gsrfodentaira 
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^ 2581877 

flft ^. p^y^MWtJ-on — St — aas — H-tiiUsation nQtenw ^.nt: dans d^ g 
vageAnii «ry<^i^«;!^yf i>g 

L' invention concerne un produit obtenu par liai- 

5 son covalente d'une prot^ine avec im polysaccharide ^ ea 
preparation et son utilisation. 

Plus px6cis&aent, 1' invention a pour objet an 
produit dans lequel une adbdsine de pazoi de strepfcococ- 
£US — aW-tang, de nature prot^ique^ ou une fraction d*une 

10 telle prot6iner est lide de fagon covalente k un poly- 
saccharide de 5treptoeeeetta mu^^nn. ou A une fraction 
d*un tel polysaccharide r un precede pour sa preparation 
et son utilisation comme antigdne, notananent dans des 
vaccina centre les caries dentaires. 

^ StreptocQcens est considted A I'heure ac- . 

tuelle comme 6tant la principale bacteria responsable de 
la naladie carieuse chez 1' Homme et chez 1 'Animal, cette 
espdee bact&rienne est foraie de 8 sfirotypes diff^rents 
portent les references a a h. 

20 I Au cours des derni^res ann^es. de nombreuses ex- 

periences d'inmunisationr utilisant comme antigtee cette 
baeterie, ont nontre la possibilite d'obtenir une pro- 
tection centre les lesions carieuses/ au aoyen d'untel 
antigene. Toutefois 1* utilisation de cette bact^rie com- 

25 Piete aeable conduire a des reactions croisees indesira- 
bles avec d'autres tissus tels que le tissu cardlaque, 
c'est pourquoi les travauK actuels sont principalement 
orientes vers la recherche d'antigenes simples, derives 
de cette bacterie, et possedant le m§ffle potentiel pro- 

30 tecteur. 

Les caraeteristiques principales du stropisoeft q-- 
CTg F!\Wtang| sont de pouvoir adherer 4 la pellicule exo- 
gdne acquise fomee a* la surface de la dent principale- 
ment par des glyooproteines salivaires adsorbees, et 
35 ceci par I'intermediaire d'adhesinea da parol de nature 
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prot^ique ou polysaccharidlque, et de Bynthfitisext grtce 
k des enzymes, les glucosyltxansMxaees (GTF), des 
dextranee qui assuxent la coMsioa des bactteies au ni- 
veau de la plaque dentaire. 

5 La posBibllitft d*liihiber la fixation et I'agr^- 

gatlon du gtrePl^PcocpHB mtttaup sur la dent a 6t« fitudite 
par de nonbreus auteurs au cours d ' experiences d'iaaimi. 
sation utilisaat les GIF come antigtoes. Toutefois les 
r^sultats obtenus ne peraettent pas de coneluxe d I'ef- 

10 £icacit6 . d*un tel antigtoe, peut-fltre en xaison du trte ' * 
grand polymorphisne des GTF de Strenteeocgufl nufai^g 

En revanche, 1' utilisation de cextaines pxotd- 
ines puxlf l^es A partix des surnageants de Strepteeage^ ff 
autSfiSi c*est-A-dixe exer^t^es par cette bactdrle, doat 

15 le rdle biologique n'est pas connut ont donni lieu a des 
x^sultats encourageants au couxs d'exp^iences d'inmini- 
sations aninales. 

One autre possibilit6 d'agix sux la colonisation 
defl . surfaces dentaires sexait de bloquer l"adh6xenee de 

20 SlnCWtQfiOPe^a aa^fins en indnisant la synthase d*anti- 

coxps centre les adbteines de paxoi capables d'interaglr 
avec les glycoprot^ines salivaixes. 

cette solution a d6j4 6t6 envisagte mais n'a 
pas, jusqtt*4 present f conduit A des rAsultats satisfai- 

25 mats. Ainsi il a AtA obsexvA que les polysaccharides 
des diffArents serotypes, bien qu'intervenant dans le 
processus d'adhArence, sent pratiquwent incapables 
d*induire des rAponses innunitaires durables. 

Certains auteurs ont en outxe proposA d*utiliser 

30 conme antigAnes des adhAsines de parol de nature pxotA- 
ique; il en est ainsi par exenple dans la d^iande de 
brevet EP 11€ 472. Des rAsultats plus encourageants ont 
£tA ainsi obtenus. 

L' invention a pour but de mettre au point un 

35 produit comprenant une adh^sine de parol de SfiSfiEtSCfiCzi 
ffltit^g, de nature protAique, capable d'induire des 
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r6ponses iimnunitaixes plus fortes et/ou plus durables 
que celles qui soat induites pax I'adbfeine elle-B^me. 

Ce but a etS atteint selon 1* Invention qui a no- 
tajmaent pour objet un conjugu6 constitu6 d'une adheslne 

5 de parol de gt?;^ptojegccup ynut^ng, de nature prot^ique*, . 
capable de lier les composants de.la saliva, ou d*une 
fraction active d*une telle pxot6inet coupl6e de fagon 
covalente & un polysaccharide de Streotoeoccna nutans , ou 
i une fraction d'un tel polysaccharide. 

^0 La liaison covalente est ef f ectu6e selon des 

thodes connues en sol, utllisables en biologie et compa- 
tibles avec la structure de la protSine d'une part et.du 
polysaccharide d' autre part. Elle peut notaaunent £tre • 
e£fecttt6e par I'intermidlaire d'un "bras" introduit de 
mani^re connue en soi et faisant intervenir des ztectif s 
bifonetionnels tels que les carbodiimides par exenple. 

ToutefoiSr le "bras" insure dans la structure du 
produit pouvant dventuellement conduire A la formation' 
d'anticorps specif iques indteirables, il pent frtre pr6- 

20 f Arable de ne pas y avoir recours pour ^tablir la liai- 
son covalente. 

Selon un mode pr6fte6 de' x^alisatioui la' liaison 
covalente est ef f eetu6e par oxydation m^nag^e du. poly- 
saccharide , notaxmnent par le periodate de sodium, .soivie 

25 d'un couplage avec la proteine par anination rSductrice 
en presence de borohydrure de sodium. 

&*adh6sine de parol de nature prot6iqae qui est 
contenue dans I'extrait de parol cellulaire des bact6- 
ries (cell Hall ^tracted ^tigen s WEA) peut Stxe pbte<- 

30 nue selon touts n^thode ddczite dans la litt^raturep en 
particulier selon la nSthode de M. SchBller et.coll. 
d^czite dans Infect. Imaun. llf (1981) ou pax ana- 

logic k cette m^thode, par eacemple coome d^crit par J. A. 
ogier et coll* dans Infect. Immun. iS (Dr 107*112 

35 (1984). 

II peut dtre 6galement avantageux de n'utiliser 
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qu'iine fraction active d*uiie telle adh^sine, c'est-a-di- 
xe u&e fraction capable de lier les composants de la sa-^ 
live et d'induize des anticozpsi obtenue par fractioane- 
ttent d*ime adhteine priparde coaune indicia^ plus bant. 

5 par synthase chiniqne ou encore par g^nie g&i&tique. 

Le polyeaccharide de streptococcus antma peat 
^txe obtenu notaamant aelon la nAthode de S; Ba&ada et 
coll. d6crlte dans Holec. Xsnmmol. 2fir 453 (1983). 

IX 'pent 4tre ^galement avantageux de n^utilisez 

10 qu*une fraction active d*un tel polysaccbaride, c^est- • 
&-dire una .fraction capable notaBoneat de lier les coa- 
posantB de la saliva. 

Ji'adh^sine de paroi de nature prot^ique, ou sa 
fractionr utilis£e provient de pr§f6xence du m§me s^ro* 

15 type qae le polysaccharide ou la fraction* de polysaccha- 
ride otilisto. Toutefois, coi^pte tenu de 1' antigenicity 
croiste observ6e avec la plupart des adb^sines de nature 
prot^iqiiei il est ^alement possible de coabiner Une 
adhisine et un polysaccharide provenant de stootypes 

20 diffteentSy ou des fractions de cens-cl. 

J Le conjugui' ainsi obtenu, notanment lorsqu^il 
est ad&iaistr6 par voie orale d des aniaaux, en particu- 
lier ea association avec des liposomes t conduit 4 des 
r^ponses en igA dans la salive et le s&cun supteienres 4 

25 celles obtenues avec la prot^ine non couplte. XI est, 
rappel6 & ce propos que les IgA sont des iBmunoglobali* 
nea capables. de prot^ger contra les caries dentaires 
/Voir M.A. Taubman et coll. dans J. Dent. Res. £fit S34 
(1981)J- 

30 I>e conjugal selon 1' invention est en outre caps-- 

ble d'ihduire une r^ponse locale et syst^mique en ZgA 
dirig^e centre le polysaocdiaride utilisi alors que le 
ntoe polysaccharide t administrd dans les m&ses condl** 
tions, notanment en association avec des liposomes « est 

35. incapable d'induire une quelconque r6ponse en IgA. 

Ceci est d'autant plus surprenant qu'il avait 
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montx€t de fagon g^nSxalei que la conjugaison de 
diff 6zeiit8 polysacchazides bact&fiens avec des prot4- 
IneSf seloB di£f6rentes m^tbodes, augsentait leur imna- 
nogteiciti en induiaant une x^ponae en I9G aati-polysac- 

5 chazides Cvoix par example E,C. Beuvery ©t coll. , Infect. 
Inmun. 4fl, 39 (1983) et o. MakelM et coll., scand. J. 
Iflununol. JL2f 541 (1984)7, alora qu'avec le C0Djugu6 ae- 
Ion 1* invention la r^ponse en igo est faible. 

Enfin, le conjugu6 aelon 1' invention conf^e, 

10 tout cosnme son conatituant pzot6igue, une "ntooize inau- 
nologique", alors ijue le polysaccharide aeul eat dteu4 
de cette propziit^. 

Compte tenu de 1* ensemble de ses propri£t^5, le 
conjugu6 selon 1* invention peut 6tre utilise dans diver-* 

15 sea applications en tant qu'antigdne, et en paxticulier 
en tant que compose A activity immunogdne. De plus, et 
surtoutf il peut Stre utilise, seul ou en melange avec 
d'autxes antigines du a&ne type ou avec des adhteines de 
paroi de atreptoeaeeus mitana. notafflnent de nature pro- 

20 tdiqtte, dans des vaccins contre la caxie dentaize. 

J Compte tenu des di££^rents serotypes de strepto- ' 

ffocfflg ffiwtai^a existanta, il peut Stre avantageuz d*uti- ' 

liser ensemble difMrents conjugu^s dans lesquels au 
moins les adh6sines de paroi de natuze prot^ique pro- 

25 viennent de serotypes diffdzents de Stzeptoeoeeug mi^ 
tans , 

fielon un mode avantageux de reali8ation« le con- 
juguA selon 1' invention compzend une adb^sine de paroi 
dQ nature pzot^ique, nouvellement Isolde, appel^e dans 
30 ce qui suit 74K 5R(SR » £aliva fieceptoz: z^cepteuz de la 
aalive), qui est caract^risde en ce que s 

- elle est constitute d'une chalne simple poly- 
peptidique ayant un poids mol^culaire de 74 000 environ; 

« elle est commune aux dif f^zents serotypes de 
35 gtTWt;ftgffcet;p ffiqtpyis oil elle prdsente une antigdnicit^ ' 
croisfte 8 et 



ZS81877 

6 

- elle est capable d'interagl* avec les glyco- 
protdines salivaizes. 

Cette protdine pout Atre pzdparde 4 partir d'une 
sbuehe de 8. mtm^ de serotype £. d'orlgine humaiae* 

5 par extraction des antigdnes bruts aasocids A la parol 
cellulaire des bactteles, au saoyen de tampon phosphate 
0,5 pH €.0 et purification par chronatographle d'lm- 
munoaf finite au noyen d'un aatlcorps soaoclonal dlrlgd 
centre les protfilaes Interagisaant avec lea glyeopxo* 

10 twines aallvaixes, en presence d*un detergent non loni- " 
que et de dod6cylsul£ate de aodlua, avec 6lution par du 
tampon KaCl ou glycine/UCX. 

Les details de cette preparation aeront donate 
dans les exeaples qui suivent. 

15 L'antigdne 74K SR, de nature protdlque, eat un 

prodult nouveau capable d lul seul d'lndulre une rdponse 
locale et aystteique en igA et de confdrer une *'a4sioire 
inmuaologique" . II peut done fetre utilise coome prlncipe 
actlf dans des compositions k activity l»ounogdne» en 

20 particuller dans des vaccins contre la carle dentalre. 

, Toutefois, comme 11 a dtd Indiqud plus haut en 
ce qui conceme de facron g6n6rale les adh^ainea de parol 
de Wlitqa a de nature prot^ique, le couplage de I'anti* 
gftne 74K SR avec un polysaccharide de mit^fig permet 

25 d*obtenlr un conjugud ayant des proprl6t6s supteleures. 

Le polysaccharide utilise provlent avantageuse- 
oent de la m&ne souche de s, nutons sfaotype f que l»an- 
tlgdne 74K SR. ce polysaccharide, qui est pr6par6 par 
exemple selon la m^thode de Samada et coll. Indiqude 

30 plus haut, est appel6 dans ce qui suit "poly f. 

Selon un node de realisation prdfere, le conju- 
gn« selon 1 'invention est constitu^ de I'antig&ie 74K SR 
lie de fapon covalente, par aainatlon rMuctrlce, an 
poly f , apres oxydatlon mena^de de celui-d. 
35 Quels que solent aa composition et son mode 

d*obtention, le conjugud selon 1* Invention peut dtre 
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utilise coiune antigdaer par exemple dans des pxocM^s de 
separation d'anticorps ou des dosages. 

II peut en outre 6tre avantageusement utilise 
dans des p'x^pazatioas A activity inmnnologlque, notan- 
5 ment pour la prevention des caries deatalresr telles que 
par exei&ple des pAtes dentififrice, des chewing-gums 
etc*. 

Bnfin et surtout, 11 pent itre utilise come 
prindpe actlf dans un vaccin centre la carle dentaire. 

10 Blen que dlffteentes voles d* application du vac- 

cin telles qu'un traitenent local ou 1* injection puis-^ 
sent §tre envisagees, 11 apparalt tout A fait souliaita- 
ble que le vaccin se prdsente sous jCorae d'une prepara- 
tion pharmaceutique destinee A 1' administration par la 

15 vole orale. XI est en partieulier souhaitable que cette 
forne pharmaceutique soit telle qu'elle peraette au cpn-^ 
jugu6 d' eater cer son action an niveau des plaques de 
Peyer et des ganglions mesenterlques. 

Pour ce £aire« on peut avantageusement associer 

20 le eonjugue selon 1' invention, ou un melange de conju- 
gues de ce type« eventuellement en presence id'autres 
antigSnes^avec un adjuvant tel que notaisiaent le nuramylr 
dipeptide (NDP) ou des liposomes , selon des. techniques 
connues . 

25 Les formes pharmaceutiques utllisees peuvent 

conpoxter differents exeipletits usuelsi notamment & et- 
fet retard. 

A titre Indlcatif » une dose de vaccin adminis- 
treble A I'Bomme peut contenlr de 1 & 100 mg du conjugue 
30 selon 1* invention. 

Pes essais eur 1 'animal ont montrd qu"aux doses 
efficacesi le conjugue selon 1' invention ne presente pas 
de toxieite. 

II semble qu*une protection plus efficace est 
35 obtenue si la vaccination est suivie de plusieurs rap- 
pels « par exemple trois, & des intervalles de quelques 
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mois. 

I>' invention sera mieux comprise d I'aide des 
exemples d6taill£s et de la description d'essais phama* 
cologiques qui suivent. 

Brtoaration de 1* antiacne 74ir s jf^ 

StrentococcuB mutaq^ OMZ ^.175 (serotype f), dont 

la preparation est d^crite par B. Gug^enhein, dans Ca-* 
ries Res. 2r 147-163 (1968). est cultiv6 en ailieu li- 

10 quide (bouillon coeur-cervelle conmercialisS sous la 
denomination "Brain-Heart Infusion Broth* de la Soci6t6 
Difeo Laboratories t Detroit B.a.A»). Lea cellules sont 
r^coltees au boot de 12 heures de culture A 37 lavtes 
et extraites avec du tampon phosphate 0,5Hf pB 6,0 selon 

15 la methode d^crite par M. Schaller et coll. dans Infect. 
Innun. ai, 52-60 (1981). L"extrait bactteien dans le 
tampon phosphate est ensuite .dialysfi selon des B^thodes 
usuelles et utilise pour la separation de l*antigene 74X 
SR. 

20 Cette purification est realisee grdee & une 

chromatographie d*inmunoaCfinite sur colonne de gel d'a* 
garose commercialise sous la denomination Sepharose CL 
4B (Pharmacia. Qppsala, Suede) active au bromure de cy- 
anogene et couple airee un anticorps monodcmal dirige^ 

25 contre les proteines interagissant avec les glycoprote- 
ines salivaires (soit 8 k 10 mg d ' anticorps /ml de gel) 
dont la preparation est indiquee plus loin. La colonne 
est equilibree avec du Tris/ HCl o,oih (pH 7,2)/RaCl 
0,15N (tampon K). 

30 L*ertrait d'antigenes eztraits de la parol cel- 

lulaire («EA) tel que purifie plus haut est chromato- 
graphie sur cette colonne. Environ 30 mg de I'eztrait 
dans du tampon Trie contenant 1\ de detergent non ioni- 
que commercialise sous la denomination Triton 2C-100 et 

35 OrOS % de dodecylsulfate de sodium (SDS) sont appliques 
sur la colonne. On rince avec du taa^n TS. La matiere 
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li6e sp^cifiquement est £lu6e solt avec da Had SN, aoit 
avec de la fflycine/BCl 0.2M, pH 2.B et est inunSdiatenent 
neutxallBde avec do Trla im. Apxie filiadnatlon de 
I'agont d'Uvtion pax dlalysa centre du taapoa IS a 4-c, 

5 on vSrifie la putet6 de la prot*iBe par filectrophorfise 
en gel de polyacrylamlde. 

La seule protfiine rAcapAxAe apzia filutlon dans 
cee conditions parUculldre. a vmm nasae molalie voisiae 
de 74 kOa et xepztisente environ 27 i. 31* de I'acUvitfi 

10 totale de liaison avec les glycoprotfilnes salivaires des 
protdines chromatographldes, e'est la protfiine 74K SH. 

Z.'extrait d'antig&nes associ§s4 la parol cellu- 
15 laire est obtenu eome d4crlt plus haut avec inacUva- 
tion des protfiases selon la nithode de H.r.b. Rnssell et 
eoll. dicrite dans j. Cen. MicroWol. J2a, 865-875 
(1983). lA fraction brute de prot£ines est cbromatogra- 
Phi«e sur une colonne d'acrylaalde commercialioie sous 
20 la dtaomination Bio-Gel P6 de la socl«t6 Bio-Bad Labo- 
ratories (Richmond, calliornie, EOA), et ajU8t«e 4 one 
concentration finale en protiines de 2 ng/m. 

Des rats de souche Wistar sout isnnnis^s par 
25 vole lntrap6rlton6ale avec 50 pg de fraction protSique 
pr6cipit6e & I'alun, deux fois, A 14 jours d'intervalle. 
Sept nois plus taxd, les rats recoivent un rappel de 100 
fig de WBA par vole intxaveiaeuse. dans de la solution 
saline tanponn^e au phosphate (PBS) . Les cellules de ra- 
30 te sont recueilUes 4 jours plus tard et fusionnfees avec 
des cellules nyflonateuses de rats de souche Lou ne s6- 
cr6tant pas de IR 983P fvolr I'artiole de B. Basin dans 
Prot. Biol. Fluids 2a,, 615-658 (1982)2 dans un rapport 
cellulaire de 5 4 1. La solution de fusion est du poly«- 
35 thyldneglycol 4000 de la Soeifit* Merck (Darastadt. rpa) 
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et on fait croltace la culture en pr6setice de milieu nu- 
tritif ae type Eagle moeiifi^ dans des puits de plaques 
de culture. Environ deux eemaines apr^s la fusion, on 
recherche lee anticorps centre les antigdnes wE& dans 

5 les puits ayant subi line croissaace de cellules hybri- 
des, par dosage xadioioiBunologique indirect en phase 
solide« Les clones positifs sont reclones dans les con- 
ditions usuelles, au noins deux fois, pour assurer la 
"inonocloaicitd" et^pax transfext sur papier de nitrocel- 

10 lulose (technique dite de -Western Blot")^on s^lectionne 
les . hybrido»es produisant des anticorps dirig6s centre 
les prot^lnes interaglssant avec les glycoprotdines sa* 
iivaires. 

»KffiflHCtA9ll,...ae liOTide d'ascitee et tmTlfA«t . fmi 
15 dM jtnti|7f|y>p}ff 

Des cellules d'hybridome d'origine nonoclonale 
sont injectfes par voie intrapfoltontele k des rats hy- 
brides (wlstar R/Lou C) F1, le liquide d* ascites est re- 
eueilli et I'innunoglobuline purifi6e. 

20 Cheque anticorps monoclonal de type IgM est prA- 

eipit6f& partir du liquide d" ascites darifi^ par dialy* 
se contre du tampon Tris-BCl 0,1M, pB 8 (46 hettre8,4*C). 
L'inmunoaif fusion radiale des surnageants rSvdle une 6- 
linination de 100% de 1* anticorps A partir de ehaque as- 

25 cite. La prot6ine est dissonte dans du FBSf pB 7f2| ap- 
pliques a une colonne da Bio-Gel A 5m (90 x 2.6 cm) de 
la Soci6t6 Bio-Rad Laboratories* et 61u6e avec du taB«»on 
PBS. Le pic d'igM est xecueilli, ajust6 4 une concentra- 
tion finale en protfiines de 4 mg/al et conserve A -eo'C. 

30 Exemnl^ 2 

fgfepftrat:<ftn polysaccharide de etootv ue f fpftiir f) 

Ce polysaccharide est prdpar6 selon la m4thode 
de Bamada et coll. dderite dans Holec. Immunol. iSf 453 
(1983) a partir de cellules de S, HBtflTlff OMZ 175 lyophi- 
35 lisftes . 

En r6sum£, les cellules sont nises en suspension 
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Oaas du PBS pB 7,4 et autoclav^es pendant 30 minutes A 
120'c. Le sumageant est dialysS contre de I'eau distil- 
14e et cbxomatograplu.6 but line colonne comnercialiaAe 
»ou8 la dtooainatlon DBAS irlaacryl M de la societfi IBF 
5 (France), £qullibr£e avee du taopon Tzis/HC& o.olM (pH 
7,4), la matldze non-adsozb6e est de nouveau chromato- 
graphlfie sur one colonne de Blo-€el PlOO de la Soci«t6 . 
Blo-Rad et lea fractions 61a6es dans le volune mott de 
la colonne, apr4s dlalyse contxe de I'eau et lyophili" 
10 sation, sent constitutes du polysacchazide de s. Mutaim 
de sdzotype £ ou poly £. 
Eneamlft a 

PPW^aqfl do PPlV f et «tw la Brn^*4,i p 74lC fiR . 
■ QM;BntiQn du non1nnn4 ov&f^-ri^ ^ bIoix l-iny^ y^fi^^ 
iS Le eonju9u6 est pz6pazS par la a£thode de San- 

derson et coll. dterite dans Xmsunology, 2Q, 1061(1971). 
20 ng de poly £ sont osydSs par 4 b1 da solution 0,m de 
periodata de sodiun (pH 4,5) pendant 1 henre, S la ten- 
p«rature aablante et dans 1- obscurity. Le poly £ oxyd* 
20 est puri£i« par ilution A i'eau sur une colonne de Bio- 
Gel P100 (1,6 X 20 cm) et lyophillsA. Le poly £ oxyd« 
est ensuite couple A 6 mg d'anUgene 74K SR puriflfe par 
anination rAdnctriee avec du borohydrure de sodium, se- 
lon la ffl£thode de I. Parilch et coll. d*crite dans He- 
25 thods in Enzymology, vol. XXXIV, (Academic Press) p. 77- 
102 (1974). Aprds Allmiaation de l'exc6s de rfiactif par 
chronatographie sur une colonne de Bio-Gel P6 (Bio-Had), 
le conjuguS brut est appliquA sur une colonne de DE&B 
irisacryl H (1,6 x 10 cm) #«uilibr6e avec du tampon Tris 
30 /Hce.o,oiM(pH 7,4). Aprds filiaination du poly £ non cou- 
Pl6, le eonjugfui poly £-74K SR est 61u6 avec du tampon 
Tris/HCt O.OIM. contenant du NaCl 1M. Cette fraction, 
aprAs dialyse centre du pbs, est encore dfibarrassde des " 
proteines n'ayant pas r«agi par ctoromatographie.sur un 
35 Imauno-adsorbant anti poly £. Le conjugu6 i>uri£i6 est 
«lu6 A partir de I'lmmuno-adsorbant au noyen de tampon 
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acetate 0,1H (pR 4,0) et, est iiUB^diateiDent neutralist 
par du tampon phosphate IN (pS 7,4). Apr da tlinination 
de I 'agent d*6lution par chromatogxaphie sur Bio-Gel P6t 
le conjuguS puri£i6 est concentre par lyophilisation. 

5 Sur la base des dStexninations des hexosea 

ZD. L. Morris. Science ifil, 254 (1948)7 la concen- 

tration en prot^ines {b.n. Lowxy et coll, J. Biol. 
Chen., 131. 265 (1951)J, on constate que le rapport mo^ 
Ificulaize du poly £ d la protMne 74K SR dans le conju-- 

10 gu6 est de 1:0,6. 

Etttde PhaCTflCOlogiqttB-du coniuqn^ polv f-Drti t6ine 74K sa 
L'efficacitd du coajugo^ poly f-prot6ine 74K SR 
conae antigtoe a 6t6 comparte, au couzs d*une experience 
sur le rat, d'une part A l*iBiiBunog6nlcit6 du poly f seul 

15 et d' autre part A I'launwogdnlcitd de la prot6ine 74R SR 
seule. 

Les r^sultats obtenus montrent que I'lsimunisa- 
tion des animauz par le conjugud conduit A une forte xA- 
ponse immunitaire salivaire de type igA, dixig6e A la * 

20 fois* contze le poly £ et la protAine, par opposition A 
1' absence de r6ponse imunitaire en IgA salivaires obte- 
nue avec le polysaccharide seul, I^'inmunogAnicitA de la 
protAine couplAe est en outre supArieare A celle de la 
protAiae seule. 

25 En conclusion, le couplage d'une adhSsine de pa- 

roi d*un Si HwttIM A un polysaccharide de s. Mutana aug- 
mente son antigAnicitA et conduit A une rSponse innu-* 
nitaire locale forte. 

De plus, ce couplage permet d'induire une "nA- 

30 moire inmunologique" centre deux types de rAcepteurs de 
surface trAs impoxtants dans la formation de la plaque 
dentaire, A savoix des* adhAsines de nature pxotAique 
d*une part, et des adhAsines de type polysaccharidique 
d' autre part. 

35 Enfin, on a pu Atablir, par la nise en Avidence 
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a-une l»«uno,4nlcite cxoisfie. la prot^ine 74K SH «t 
c««u>e «ux dif«r«te serotypes de S^jaatana ou^a 

utlllsant «» conjugud co„prenant cette protane est ^ 

sxe^pi^ rr^P^rntloTi 1 ai»n i '^^ Trpnt-ffn i 

^o ^z:::^""^ ---^ n..^!:.!..^ 

tu.^ I" P'^fj'"-*^^ ces liposomes peut fitre e«ec. 
Soir ^ «• «"«orlaais ««ite dans ' 

Bloche«. jr 123 (1971). Ea particuUer. coafox-*. - 

15 L^L:":/??^"''"" ^ con. dans x™. 

15 noIogy54 I89-194 (1985), 
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1. Conju0ud constltu^ d'uno adh6sine de parol de 
fitMBtPPP . cms fftt^nq , de nature* prot6ique, capable de 
lier les eonposaats de la salive. ou d*une fraction ac- 
tive d'une telle pxot«ine, coapl6e de facoa covaleate A 
un polysaccharide de strei>^oron«t« rmtfim, ou A one 
fraction d'un tel polysaccharide. 

2. Conjugui selon la revendicatioa 1, caracttei* 
s6 en ce cjue la liaison covalente r^sulte de l*oxydation 
mSnag^e du polysaccharide suivie de I'anination z6due-- 
trice par la protftne. 

3. Adhfelne de parol de ijuitaas, de nature 
protMque utllisable dans la preparation du coajugu6 se- 
lon la xevendicatlon 1 ou 2, caractdris^e en ce que « 

- eXle est constitute d'une chaine siaple poly- 
peptldique ayant un poids molteulaire de.74 OOO environ; 

- elle eat commune anx dif f 6rents s^roi^es de 
fifcg^PtftCQffCT? mwl^ang oil elle px^ente une antlg6nlcit6 
crois^e i et 

- elle est capable d'lnteraglr avec les glyco- 
prot^ines sallvalres. 

4. Conjugu^ selon la revendicatlon 1 ou 2, ca- 
ract£rls6 en ce qu'il est essentiellement constitu6 de 
la prot£lne selon la revendicatlon 3 et d'un polysac- 
charide pzovenant de pr6f teence du ntee serotype de ^ 
ffi^tan^ , notamoent du serotype f , et en particulier de la 
ntae souche de serotype f . 

5. Proe6d6 pour la pr6paratlon du conjugu^ selon 
la revendicatlon 2 ou 4, caract6rls6 en ce qu'il consis- 
te essentiellement A effectuer la liaison covalente par 
oxydatlon m&iag^e du polysaccharide, notamnent par le 
perlodate de sodium, suivie d'un couplage avec la prot6-* 
ine par aalnation r^ductrice en presence de borohydrure 
de sodium. 

6. Proc^dd pour la preparation de I'adh^sine de 
parol selon la revendicatlon 3, caractfoisd en ce qu'il 
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Z^Z ^ -^'^i'e des aatlg^^ brut. 

fsM^^ * Phosphate 

o.5«. pH 6.0 et 4 purifier la protWne xechercMe pa, 
chromatographia d • i«.u«oaf f Initfi a. ^oyen d'un antico^ 
^-oelonal dirig* contra les Prct.i„as l„teragiss«' 
avac las glycoprot^lnaa sallvairaa, en presanca d'«n 

t^TlTl *cd6eylaullata da sodiua, 

avac 61«t±on pax du taapon HaCl ou glycine/HCl. 

7. Wtiliaatloa du conjugufi salon I'naa das ravan- 
Wcatlona 1.2 ou 4 ceama antlgtoe. ^ ^ 

8. composition 4 activite ianSmogina compianaat; 

I'UBa das ravandloations 1, 2 ou 4, 

" coBpxanant 
c».e pr.«c.pa actlt au .olns un conjugu^ ^elon ^.^ 
das xavendications 1,2 ou 4. 

10 Viiecin salon 1. ravandication 9, caxact6ria6 

20 " Prfeante sous una forme gaWal,ue ka»i-. 

orSl^' »°*««»»* -«ra»ylaipaptida ou da 

prfiferance encore das Uposones. 
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